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ABSTRACTS
　　Immune　responses　against　sugi　basic　protein　（SBP），　a　major　allergen　of　Japanese　cedar　pollen，　were
investigated　in　mice．　SBP　prepared　from　the　cedar　pollen　was　highly　immunogenic　to　produce　lgG　and
IgE　antibody　in　BALB／C　mice　when　administered　in　an　alum－precipitated食）rm　The　SBP－primed　spleen
cells　or　their　derived　SBP－specific　T　cell　clones　produce　IL－4，　playing　a　crucial　role　for　lgE　antibody
production．　IL－4　production　by　the　T　cell　clone　with　SBP　in　the　presence　of　irradiated　spleen　cells　was
enhanced　by　diesel　particles．　The　particles　also　stimulate　macrophage　hybridoma　cells，　MH＃39，　to
generate　IL－1　production．　These　findings　suggest　that　diesel　particles　function　as　adjuvant　for　potentiat－
ing　lgE　antibody　production．
INTRODUCTION
　　Patients　suffering　from　ailergy　to　various　kinds　of　pollens，　especially　Japanese　cedar　pollen，　have
recently　increased　in　number　in　Japani，2）．　Cedar　pollinosis　causes　an　annoying　problem　；　general　malaise，
rhinorrhea，　and　in　some　cases　asthma3s4）．　A　major　allergen　causing　cedar　pollinosis　has　been　purified　to
homogeneity　from　Japanese　cedar　pollen5，6）．
　　CD4－positive　T　cells　are　divided　into　two　subtypes　depending　on　the　cytokinc　they　produce7）：Thl－type
Tcells　generate　IL－2　and　IFN一γ，　whereas　Th2－type　cells　gcnerate皿r4　and　II．一10．　IFN一γcountcracts
to　down－regulate　IL－4－mediated　IgE　antibody　production．　Antigen－specific　IgE　antibody　responses　have
been　demonstrated　to　be　highly　dependent　on　Th2　cells　or　their　derived　cytokines8）．
　　The　administration　of　protein　antigens　per　se　is　not　enough　to　cause　mice　to　induce　anti－lgE　antibody
responses　unless　immunopotentiating　agents　such　as　aluminum　hydroxide，　generally　called　an　adjuvant，
are　injected　simultaneously9）．　Since　the　number　of　allergic　patients　from　cedar　pollinosis　have　dramati－
cally　expanded　in　recent　years　in　spite　of　the　fact　that　Japanese　cedar　pollen　had　existed　from　hundreds
years　ago，　some　substances　in　the　air　pollutants　may　be　postulated　to　play　a　crucial　role　in　affecting　lgE
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antibody　responses．　One　substance，　diesel　particles，　has　been　demonstrated　to　enhance　antiovalbumin
（OVA）　lgE　antibody　production　in　mice’O）．
　　As　the　frrst　step　to　analyze　the　possible　mechanism　how　antibody　responses　to　SBP　are　regulated，　we
set　up　a　system　to　check　anti－SBP　responses　in　o伽．　Furthermore，　diesel　particle　enhanced　IL－4
production　induced　by　SBP－specific　T　cell　line　as　well　as　macrophage－mediated　IL－1　production．　These
findings　may　aid　to　understand　the　mechanism　of　the　SBP－mediated　allergic　diseases．
MATERIALS　and　METHODS
　　Reagents
　　Japanese　cedar　pollen　was　kindly　provided　by　Y．　Taniguchi　（Hayashibara　Biochemical　Labs．　lnc．，
Okayama，　Japan）．　Diesel　particles　were　provided　by　Dr．　lmaoka　（National　lnstitute　of　Public　Health，
Tokyo，　Japan）．　The　particles　were　suspended　in　1　ml　phosphate－buffered　saline　（PBS）　and　sonicated　in
ice　with　an　ultrasonic　disrupter　（Microson，　Farmingdale，　N．Y．，　USA），　which　was　sterdized　with　10，000
rad　irradiation．　The　suspension　was　used　for　the　assay．
　　Preparation　of　SBP
　　SBP　was　prepared　from　Japanese　cedar　pollen　with　a　slight　modification　as　described　by　Yasueda　et
al．5）．　Crude　SBP　was　extracted　from　cedar　pollen　with　O．125　M　sodium　bicarbonate　solution　and
centrifuged　at　10，000　G　for　30　min．　The　extracted　solution　was　purified　by　（NH4）2　SO4　precipitation　with
80％ammonium　sulfate．　The　precipitated　materials　were　dialyzed　against　O．05　M　Tris－buffered　saline
（pH7．8）　and　were　applied　to　ion　exchange　chromatography　on　DEAE．　The　SBP　fraction　was　pooled，
dialyzed　against　O．Ol　M　sodium　acetate　buffer　（pH5．0），　applied　to　column　chromatography　on　CM
sepharose，　and　eluted　with　phosphate　buffer　（O．1　M　phosphate，　pH7．2／O．3　M　Nacl）．After　concentration
by　osmotic　pressure，　protein　was　measured　by　protein　assay　kit（Bio－Rad　Labo．　Tokyo，　Japan）according
to　the　manufacture’s　instructions．
　　Electrophoresis　of　SBP　on　SDS　gel
　　Samples　were　dialyzed　against　Laemmli　sample　buffer，　boiled　for　5　min，　and　separated　on　10（i70
SDS－PAGE　at　30　mA　for　3　to　4　hrs　as　previously　describedii）．　The　gels　were　stained　with　Coomassie　blue．
　　Stimulation　of　cells　with　SBP
　　BALB／C　spleen　cells　at　a　density　of　1×105　ce皿s／well　were　cultured　with　various　doses　of　SBP　for　7
days．　The　culture　supernatants　were　then　removed　for　determination　of　anti－SBP　lgE　level．　For
determination　of　IL－4　production，　spleen　cells　or　SBP－specific　T　cell　lines　（5　×　105／well）　were　cultured
with　various　doses　of　SBP　in　the　presence　of　irradiated　spleen　cells　（1　×106／well）　in　96　well　plates　for
24　hrs．　For　determination　of　IL－1　production，　macrophage　hybridoma　cells　（MH　＃　39）　were　cultured　at
a　density　of　2×　105／well　for　24　hrs．
　　Preparation　of　T　cell　lines　specific　for　SBP
　　T　cell　lines　were　prepared　as　previously　describedi2）．
　　Measurement　of　cytokine　in　culture　supernatants
　　Cytokines　were　measured　by　bioassaysi3），i‘）．　Soluble　IL－1　in　the　culture　supernatants　was　determined
using　the　thymocyte　costimulation　bioassay’3）．　Thymocytes　from　C3H／HeJ　mice　were　cultured　with　IL
－1　test　sample　for　48　hrs．　The　cells　were　pulsed　with　［3H］　thymidine　for　the　last　6　hr　of　incubation　and
harvested．　［3H］　thymidine　incorporation　was　measured　by　liquid　scintillation　counting．　IL－4　activity　was
determined　using　CTLL－2　cells　in　the　presence　of　IL－2　blocking　antibody　S4B6　（ATCC；HB－8794）
according　to　the　method　of　Mosmann　et　al．i‘）．
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　　Measurement　of　lgE　antibody　in　culture　supernatants
　　Anti－SBP　lgE　antibody　in　the　culture　supernatant　was　measured　by　using　a　reverse　enzyme－linked
immunosorbent　assay　（EIA）i5）．　Test　samples　were　overlaid　onto　wells　of　microtiter　plates　coated　with
capture　monoclonal　anti－IgE　antibody　in　carbonate　buffer，　pH9．5．　Antibody　binding　was　detected　using
biotinylated－SBP．　Reactions　were　visualized　by　using　streptavidin　alkaline　phosphatase　and　p－nitrophenyl
phosphate　substrates　（Sigma，　St　Louis，　MO，　USA）　in　diethanolamine　buffer　（pH8．5）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESULTS
　　Preparation　of　SBP
　　SBP　was　purified　to　homogeneity　from　Japanese　cedar　pollen　as　described　in　Materials　and　Methods．
Our　SBP　preparations　showed　major　bands　of　40・一v45　KDa　and　a　minor　band　of　37　KDa　on　10910
SDS－PAGE　under　a　non－reducing　condition　（Fig．　1）．Under　reducing　conditions，　however，　a　minor　band
migrated　to　a　lower　position　of　40tx・45　KDa．　These　observations　are　in　line　with　the　findings　of　Sakaguchi
et　a16）．　These　preparation　was　used　for　immunization　in　the　following　experiments．
　　SBP－specific　lgE　antibody　production　of　SBP－primed　spleen　cells　in　vitro
　　When　BALB／C　mice　were　immunized　with　10　pt　g　SBP　in　alum　intraperitoneally　two　times，　fair　amount
of　anti－SBP－specific　lgG　l　and　lgE　antibody　production　was　observed　in　sera　in　terms　of　EIA　（data　not
shown）．　Spleen　cells　from　the　above　mice　were　cultured　at　1×　105　cells／well　in　the　presence　of　various
doses　of　SBP　for　7　days．　A　significant　lgE　antibody　production　was　obtained　at　O．002　＃g／well　of　SBP
with　peak　response　at　O．2pt　g／well　and　responses　declined　at　higher　doses　（Fig．　2）．　These　spleen　cells　were
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Fig．　1　Electrophoretic　analysis　of　our　SBP　prep一
arations　on　10910　SDS－PAGE．　SBP　prepara－
tions　were　prepared　as　described　in　Materials
and　Methods．　Gel　electrophoresis　was　run　in
the　absence　（1）　or　presence　（2）　of　2－
mercaptoethanol．　Gels　were　stained　with
Coomassie　Brilliant　Blue．
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Fig．　2　lgE　antibody　production　in　vitro　of　spleen
　　　cells　from　SBP－primed　mice．　SBP－primed
　　　spleen　cells　were　cultured　with　various　doses
　　　of　SBP　for　7　days．　The　culture　supernatant
　　　was　removed　and　the　lgE　antibody　synthesis
　　　was　determined　by　EIA．
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used　for　further　in　vitro　cytokine　production．
　　IL－4　production　of　SBP－primed　spleen　cells　or　SBP－specific　T　cell　clones　in　vitro
　　IL－4　production　has　been　shown　to　be　involved　in　lgE　antibody　production　in　mice8）．　SBP－primed
spleen　cells　were　cultured　for　24　hrs　with　various　doses　of　SBP　and　supernatant　was　harvested．　IL－4
activity　assessed　by　IL－4－dependent　cell　line　CTLL－2　was　detected　at　O．Ol　pt　g／well　SBP　and　increased
up　to　30　pt　g／well　（Fig．　3）．　These　results　are　consistent　with　the　notion　that　IL－4　plays　a　pivotal　role　on
antigen－specific　IgE　antibody　production．
　　To　analyze　the　role　of　T　cells　on　SBP－mediated　IgE　antibody　production　and　Iレ4　generation，
SBP－specific　T　ceU　clones　were　established　from　SBP－primed　mice．　SBP－primed　lymph　node　cels　were
stimulated　with　SBP　in　the　presence　of　irradiated　spleen　cells，　followed　by　stimulation　with　Con
A－stimulated　rat　spleen　cell　culture　supernatants．　One　of　the　T　cell　clones　specific　for　SBP，　SB2．4，
generated　significant　IL－4　with　irradiated　spleen　cells　and　5　xt　g／well　SBP　（Fig．　4）．　These　responses
increased　up　to　70　pt　g／well．　Essentially　similar　responses　were　obtained　from　two　other　T　cell　lines　（data
not　shown）．　These　results　indicate　that　the　cell　lines　are　responsive　to　SBP　to　generate　IL－4．
　　Enhancement　of　IL－4　production　of　SBP－specific　T　cell　clones　by　diesel　particle
　　We　checked　whether　diesel　particles　adsorbed　with　SBP　potentiate　immune　responses　in　vitro　since
diesel　particle　has　been　shown　to　enhance　anti－OVA　lgE　responses　in　vivoiO）．　T　cell　line　SB2．4　cells　were
cultured　with　SBP　plus　various　amounts　of　diesel　particles　in　the　presence　of　irradiated　spleen　cells　for
24　hrs．　The　IL－4　level　in　the　culture　supernatants　was　assessed　using　cytokine　dependent　cell　lines．　As
shown　in　Fig．　5，　1　＃g／well　diesel　particle　significantly　potentiated　the　IL－4　production　and　similar
enhancement　was　observed　at　5　pt　g／well．　These　results　suggest　that　diesel　particle　enhances　T　cell
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Fig．　4　IL－4　production　of　T　cell　clone　specific
　　　for　SBP，　SB2．4．　SB2．4　cells　were　cultured　with
　　various　doses　of　SBP　in　the　presence　of
　　　irradiated　spleen　cells　for　24　hrs．　The　IL－4
　 　activi y　in　the　culture　supernatant　was　asses－
　　　sed　as in　Fig．　3．　Results　are　shown　as　the
　　　mean　±　SD　of　triplicate　determinations．
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4　cells　plus　irradiated　spleen　cells　by　d
particle．　SB2．4　cells　were　cultured　with　SBP
plus　various　doses　of　diesel　particles　in　the
presence　of　irradiated　spleen　cells　for　24　hrs．
IL－4　activity　was　measured　as　described　in
Fig．　3．　Asterisk　denotes　statistically　signifi－
cant　differences　（p〈O．05）　between　control
and　experimental　values，　as　determined　by
Student’s　t－test．
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Fig． 6　Enhancement　of　IL－1　production　of
　　　macrophage　hybridoma　cells，　MH＃39，　by
　　　diesel　particles．　MH　＃　39　cells　were　cultured
　　　with　various　doses　of　diesel　particles　for　24
　 　h s．　IL－1　activity　in　the　culture　supernatant
　　　was　measured　as　described　in　Materials　and
　　　Methods．　Asterisk　denotes　significant　differ－
　　　ences　（p〈O．05）．
responses　directly　or　through　antigen　presenting　cells．
　　Enhancement　of　IL－1　production　of　macrophage　hybridoma　cells　by　diesel　particle
　　To　check　the　possibility　that　diesel　particles　stimulate　antigen　presenting　cells，　macrophage　hybridoma
cells　（MH　＃　39）　were　used　since　these　cells　have　been　shown　to　function　as　antigen－presenting　cells’6）．
As　shown　in　Fig．6，1レl　production　from　MH＃39　cells　was　signi丘cantly　enhanced　by　20μg／well　of
diesel　particles．　Similar　potentiation　was　observed　by　100μg／well　diesel　particles．　However，　the　enhance－
ment　was　not　so　dramatic　as　observed　in　lipopolysaccharide－stimulated　MH　＃　39　cell　cultures　（data　not
shown）．　These　observations　suggest　that　diesel　particles　function　as　an　immunopotentiator　in　vitro．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DISCUSSION
　　Present　study　clearly　shows　that　SBP　is　able　to　induce　lgE　antibody　production　in　vivo　and　in　vitro．　IL
－4，　a　key　cytokine　for　lgE　antibody　production，　is　immediately　induced　by　stimulation　of　SBP－primed
spleen　cells　with　SBP　in　vitro．　The　T　ceil　clone　specific　for　SBP，　SB2．4，　produces　IL－4　in　the　presence　of
SBP　plus　irradiated　antigen　presenting　cells，　and　the　IL－4　is　potentiated　by　diesel　particles．　The　particles
also　stimulate　the　IL－1　production　from　macrophage　hybridoma，　MH＃39．　These　results　suggest　the
notion　that　diesel　particle　acts　as　adjuvant　for　lgE　antibody　production．
　　SBP　has　been　demonstrated　to　consist　of　two　major　allergens，　Cry　j　I　（40－v45　KDa）　and　Cry　j　II　（37
KDa）6），　which　are　separated　on　SDS－PAGE　under　non－reducing　conditions．　Our　SBP　preparations
appear　to　contain　Cry　j　1　and　Cry　j　II　through　the　behavior　of　SBP　on　SDS－PAGE．　They　are　highly
immunogenic　in　BALB／C　mice　and　are　able　to　stimulate　T　cells　to　produce　cytokine．
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　　CD4＋　T　cells　are　separated　into　two　subsets　according　to　the　type　of　cytokines　generatedi4）．　Thl　cells
have　been　shown　to　produce　IL－2　and　IFN－7，　resulting　in　the　activation　of　cell－mediated　immunity．　Th2
cells　produce　Iレ4　and　IL－10，　resulting　in　eliciting　humoral　antibody　production．　IgE　and　IgG　antibody
responses　are　strictly　regulated　by　CD4’　T　cells　or　their　derived－cytokines　such　as　IL－4　and　IL－138・i’）．
IL－4　produced　by　Th2　stimulates　antigen－primed　B　cells　to　cause　IgE－producing　cells　in　combination
with　CD40．　The　IL－4　produced　by　SBP－primed　spleen　cells　following　antigen　stimulation　may　be　involved
in　anti－SBP　lgE　antibody　production．
　　SB2．4　cells　produce　IL－4　following　stimulation　with　SBP　in　a　dose　dependent　manner．　The　activation
of　SBP－specific　Th2　cells　may　require　a　costimulatory　signal　such　as　IL－1　from　antigen－presenting　cells
as　reported　by　Ho　et　al．18）．　The　Iレl　produccd　considerably　by　diesel　particle－stimulated　MH＃39　cells
might　play　a　crucial　role　on　SBP－specific　Th2　cell　activation．
　　Although　SBP－induced　IL－4　production　appears　to　be　associated　with　in　vitro　anti－SBP　specific　IgE
antibody　generation，　the　profile　of　the　lgE　antibody　generation　is　quite　different　from　that　of　cytokine
production．　These　observations　may　be　explained　by　the　differential　induction　of　CD4’　T　cells　by
antigen－dose；Th　l　predominates　at　lower　and　higher　concentration　of　antigen　and　Th2　at　optimal
concentration．　An　alternative　possibility　is　that　lgE　antibody　in　vitro　generated　is　simply　neutralized　by
higher　antigen－dose．
　　There　have　been　several　reports　that　particles　such　as　aluminum　hydroxide，　fly　ash　enhance　lgE
antibody　production　when　administered　either　intraperitoneally　or　intratracheally　in　miceiO，i9）N2i）．　Thus，
Koizumi　et　al．iO）　have　reported　that　diesel　particles　potentiate　lgE　antibody　responses　against　SBP　or
OVA．　Our　observations　that　diesel　particles　augment　SBP－induced　IL－4　production　of　SB2．4　cells　in　the
presence　of　irradiated　spleen　cells　may　suggest　that　adjuvant　effect　can　also　be　assessed　in　vitro　in　terms
of　cytokine　production．
　　There　are　several　possibilities　to　explain　the　adjuvant　effect　of　diesel　particles　on　lgE　antibody
production　in　vivo．　The　particles　easily　adsorb　the　protein　antigens　and　constantly　release　antigen　in
vivoi9，22），　which　results　in　prolonged　stimulation．　Second　possibility　is　that　diesel　particles　directly　stimulate
or　are　cytotoxic　to　the　lymphoid　cells．　Consistent　with　this　notion　is　our　finding　that　IL－1　production　is
enhanced　by　diesel　particle－stimulated　MH　＃　39　cells．　Similar　adjuvant　action　of　silica　is　postulated　to
function　on　macrophage　in　vitro23）．　Adjuvant　action　of　particles　may　be　partly　evaluated　in　vitro　using　our
in　vitro　culture　system．
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　　スギ花粉抗原に対するin　vitro免疫応答：
ディーゼル炭粉によるサイトカイン産生の増強
永井太朗＊1内田哲也＊2山屋駿一＊3
　　　　　二二秀雄＊4水口純一郎＊1
＊1結梭繪ﾈ大学・免疫学教室
＊2送ｧ予防衛生研究所・安全性研究部
＊3送ｧ予防衛生研究所・細菌部
＊4結梠蜉w・医科学研究所・アレルギー研究部
　近年，我が国では，アレルギーの増加が大きな社会問題となっているが，とりわけ，スギ花粉症は重大で
ある．スギ花粉症のような即時型アレルギーの発症にはIgE応答が重要な役割を果たし，その応答にはCD4
陽性T細胞の亜集団であるTh2細胞が関与していることが知られている．今回，我々はTh2細胞が産生す
るサイトカインIL－4を指標として，免疫応答を増強させる物質の影響をin　vitroで検討した．
　スギ花粉より主要抗原であるスギ塩基性タンパク質（Sugi　basic　protein；SBP）を精製し，　SDS－PAGEで
純度を検討した．SBPをBALB／Cマウスに水酸化アルミニウムと共に免疫すると，抗一SBP　IgE抗体産生が
認められた．このマウス脾臓細胞を抗原と共にin　vitroで刺激すると，　IL－4産生は24時間にピーク値を示
し，抗一SBP　IgE抗体産生は7日目であった．　IL－4は0．01μg／mlで有為な増強が認められ，30μg／mlまで濃
度依存的な上昇を示した．SBPに対する免疫応答をクローンレベルで解析するためにT細胞クローンを作
製した．このクローン（SB2．4）は抗原，放射線照射された抗原提供細胞の存在下に1レ4を産生した．ディ
ーゼル野洲（DP）はマウスにおいて卵白アルブミン，　SBPなどに対するIgE抗体産生を増強することが報告
されている．DPはSB2．4によるIL－4産生を丁丁zoの系においても有意に増強した．また，マクロファー
ジによるIL－1産生もDPによって増強された．これらの事実はDPが貧食細胞系の細胞に作用し，サイトカ
インの分泌を充進させ，T細胞の活性化を誘導しているという可能性を示唆している．
　SBPなどのタンパク抗原に対するIgE抗体産生にはアジュバント（免疫増強剤）が必要である．今回，我々
はin　vitro系を用いることにより，DPがアジュバント物質として作用しているということを示した．これら
の所見はスギ花粉症の成因・予防を考える上で重要であろう．
キーワード　マウス，スギ花粉，IgE応答，サイトカイン，ディーゼル丁丁．
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